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論 文 内 容 要 旨
第一章 序 章;本 研 究では、走査型電気化 学顕微鏡(SECM)
の高感度 ・多機能化 と、バイオイ メージ ングへ の応 用を行
った。SECMは、セ ンサーであるマイ クロ電極 を試料 に近接
させ て測定 を行 うため、優 れた時空間分解 能を有 し、生細
胞の評価 に有効 である。 しか し、マイ クロ電極 は、細胞 と
ほぼ 同じ大 きさで あ り、測 定の際 に生細胞表面近傍 に配置
す る必要が ある。 そのため、単一細胞表面 の評価 は困難 で
あ る。そ こで、第二章 では電極 の微 細化 と電極一細胞表 面
間の距離制御 システムの開発を行 い、SECMの高感 度化 を図
った。第三章か ら第五章まで は、SECMによる細胞表面のセ
ンシングを行 った。第六章 では、ピペ ッ ト電極 によ りイオ
ン電流 を測 定 し、形状測定 を行 う走査型 イオ ンコンダ クタ
ンス顕微鏡(SICM)の開発 と細胞 の形状変化 を観 察 した。
第二章 実験:SECMの解像度 を向上 させ るた め、新規微小
電極 作成 法お よび電極 一基板 間 距離制御 システ ムの開発
を行 った。新規 電極 作成法 では、スパ ッタ法 によ り支持体
に金 属層(Ti50nm,Pt200nm)を形成 し、そ の周囲に絶
縁層(フ ォ トレジス トあ るいは電着 塗料500nm)を形成
す る。先端部 を集光イオ ンビーム によ り切断 して金属部 を
露出 させ た(Figure1(a>)。この手法では、支 持体にガ ラ
スキャ ピラ リーを用 いる と中空 リング電極 を、光フ ァイバ
ーを用 いる と光 フ ァイバー電極 を作成 可能 である。
電極 一基板極制御 では、シア フォース を利用 した。微小
振動 させ た電極 が試料近傍100nmに 近接す ると、シアフ
ォー スによ り振幅 が減少す る。 この変化 を利用 して、電極
と試料 との距離 を一定 に保 った。 この際に、電極 の位置情
報か ら形 状イ メー ジを取得 す るこ とが可能 であ る。 また 、
生細 胞 の よ うに凹凸 の著 しいサ ンプル の測 定 を可能 とす
るた め、高 さ方 向の変化 に追随可能 な走査法 であるスタン
デ ィ ン グ ア プ ロ ー チ(STA)モ ー ド を 開 発 し た
(Figure1.(b))。STAモー ドは水平方 向の移動の際 に電極
を上昇 させ るため、電極 の試料 に対す る衝突 を回避 できる。
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シアフォース走査型電気学顕微鏡 を用いた生体分子イメージング:細 胞の呼吸量はバ
イアビリティの指標 となり、高感度かっ無侵襲で溶存酸素を定量測定可能なSECMは、呼吸量評
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価 に大変有効で ある。 しか し、細胞表面の局所 的な(・)T。P・9・aphy
酸素 消費を捉 えるには、細胞表 面 に電極 を近接 させ
る必 要があ り、電極 の接触 に よる細胞への ダメージ
が懸念 され る。 そ こで、シア フォース距離制御 の細
胞へ の影 響 を、細胞 の生死判 定 に利用 され るカル セ
イ ンー醐 を用 いて検討 した。 シア フォー ス距離制御
によ り形 状測定 を行 った細胞 について評価 を行 い、
形状測 定を行って いない細胞 と同様の蛍光 を確認 で{・1瓢 じ鵠
き、ダメー ジを与 えず に電極 を細胞 に近接可能 であ'e=1
灘 軈濕 轢 欝i勲見li
素 の還 元電流 を測定 し、呼吸に よる酸素の減少 を還Dlsta"ce(pm)
元酸素濃度 プロファイル によ り評価 した。電極 の微
細化 とシア フォー ス距離 制御 システ ムの導入 に よ
り、電気化学測定を高感度化 した。結果 をFigure2
に示す。細胞 近傍 で、細胞 の呼 吸に起因 した酸素の
還元電流 の減少が見 られた。クロスセ クシ ョンか ら
細胞 体 と軸 索の高 さはそれ ぞれ 、8.8μm,3.21im
で あった。また、電流値 の軸索上 でも細胞体 と同様
に酸素消費 を確 認で きた。得 られ た電流値か ら単一
細胞 の呼吸量 を算出す る と1.7×10-14mol/sとな り、
単一 細胞 の呼吸 を形 状イ メー ジ とと もに取得 す る
ことに成功 した。
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の観察に大変有効である。 しか し、細胞膜
表面 と内側 を明確 に識別で きない。SECMで
は、細胞 の表面あ るいは外側 に存在す る電
気化学反応種のみ を選択的 に検 出できる。
そ こで、光 ファイバー電極 を開発 し、細胞
の外側 と内側 を、電気化学測定 と光学同時
測定 によ り評価 した。光学測定は、光 ファ
イバーか らレーザー光 を導入 し、顕微鏡 下
に取 り付 け られた フォ トマルチプ ライアン
プに よ り蛍光や透過 光を検出 した。さらに、
シア フォース距離制御 を組 み合わせ ること
で、形状 ・電気 化学 ・光学の同時測定が可
能 とな る。 まず 、近接 場光学測定の解像度
をQDQtのイメージ ングに よ り評価 した。
測定の結果 、解像度170㎜ の近接場 光学測
定を確認 した。次に、形状 ・電気化学 ・光
学同時測定 を行 った。測定対象 として、レ
ポー ター タンパ ク質 として有 効 であ る蛍
光タ ンパ ク質のGFPと 放 出型アルカ リフ
ォス ファターゼ(SEAP)を発 現 させたHeLa
細胞 を用 いた。細胞 内のGFPを光学的 に検
出 し、細胞外部 に放 出 され るSEAPを電気
化学 的に捉 えた。結果 をFigure3に示す。
細胞 内のGFPと細胞外 のSEAPをそれぞれ 、
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Topographic,fluorescentandelectrochemicalsimultaneous
imagesofGFPandSEAPtransfectedsingleHeLacell
obtainedin(a)constant-heightmodeand(b)
constant-distancemode.lnconstant-heightmodeimaging,
theheightwassetatIOμmabovethesubstrate,andscan
ratewas3pmls.Thescanrangewas80x80μm2,andthe
stepsizewas1.Opm.theapproximatesizeofthisprobe
was4.5陣m.
光学・電気化学の別々のシグナル として同時に検出できた。また距離制御により、電気化学測定、
光学測定ともに高感度化 していることがわかる。以上 より、光ファイバー電極の開発により、細
胞内外の状態を識別 しながら同時に測定可能 となった。
第五章 走査型電気化学顕微鏡 を用いた細胞膜タンパク質イメージング:細胞表面の膜タンパ
ク質は、細胞の存在する環境により発現状態が変化する。そのため、細胞を剥離せずにその場測
定が可能なSECMが有効である。また、膜タンパク質の発現量を電流値 として数値化 されるため、
標識抗体濃度の最適化や細胞間での膜タンパク質の発現状態の比較に有効である。測定対象は、
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癌 の増殖 と関係 が深 い上皮成長 因子 レセ
プ ター(EGFR)とした。抗体 を介 してEGFR
に酵 素を標識 し、標識酵素 をSgCMにより
検 出 した,Figure4(a)に単一 生細胞 の膜
タンパ ク質 につ いて、SECMによ りイ メー
CHO細胞 では、ほ とん ど電流 が観 測 され
な いが、EGFRを遺伝子導入 によ り発現 さ
せ たCHO細胞 では、電流応答 が観測 され
た。 さらに、EGFRを過剰 発現 してい る
A431細胞 について も測定を行い、それ
ぞれ をフ ローサ イ トメ トリー と比較 し
た。結果 をtable1に示す。SECMとフ
ローサイ トメ トリー について、EGFR/Cヨ0
細胞 とA31細胞 の比 がO.33とな り一一致
した。SECMによる細胞表 面の膜 タ ンパ
ク質 の検 出が 可能 で あ る こ とが 示唆 さ
れた。以上 よ り、SECMにより、細胞 を剥
離せ ず に単 一細 胞 レベ ル で膜 タ ンパ ク
質の検出が可能 となった。
第六章
た 際 に生 じる細胞 の 形 状変
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走査型イオンコンダクタンス顕微鏡 を用いた生細胞形状イメ ・ージング:試薬を投与 し
よ り検 出す るイ オ ン電流 を
フ ィー ドバ ック シ グナル と
して利用 し、培 地中において
生 細胞 の形 状測 定 が可 能 で
ある。 しか し、従来の走査法
では ピペ ッ トを横 方 向 に移
動 させ た際 に、ピベ ッ ト電極
と細胞 との接 触 を回避iする
こ とはで きない。そ こで、STA
モー ドを適用す ることで、凹
凸の激 しいPC12細胞 の形状
測定や 、心筋細 胞の細胞 膜
表面 の完 全弉接 触 な形状 測
定を行 った。STAモー ドの弱
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点は、通常の走査 に比べ測定に時間がかか ることであ る。そのため、フ ロン トエ ン ドで制御が可
能なFPGAボー ドの導 入 と、プ ログラムの改 良に よ り、走査速度 を飛 躍的に向上 させ 、1イ メー
ジを8millで取得可能 とな った。 さ らに、SIC蝦は細胞 の形状変化の観 察に も有効 であ る。A431
細胞 に対 して上皮成長因子 を加 えた際 に見られ る、アクチ ンの重合 と解重合に よる形状変化 とエ
ン ドサ イ トーシスによるEGFの細胞内への移 動 を、SICMと共焦点顕微鏡に よ り測定 した。結果
をFigure5に示す。SEGFの刺激 に よる細胞 の収縮 と、蛍光標識 £GF(Alexa-EGF)が細胞 表面か
ら細胞 内へ と小胞 を形成 して移動 してい く様子 を捉 え るこ とに成功 した。 この ように、SICMと
共焦点顕微鏡に よ り、細胞の表面形状 と細胞 内の様子 を観 察する ことが可能 となった。
共焦点顕微鏡に よ りエ ン ドサイ トー シスに よ り細胞 内へ と取 り込 まれ た 鎚 君を確認 できた。
SIC腋は、プn一 ブ として ピペ ソ トを用い るた め、局所領域 での微量イ ンジ ェクシ ョンを電気
化学的に制御が可能 であ る。本 システムを利用 し、pLレベルのイ ンジェクシ ョンが可能である
ことを確認 した。さらに、細 胞の高 さ情報 を取得す ると同時に、プ ロー ブを試料 に最近接 させ る。
そ こで、SICMの距離制御を、SECMに搭載 したハイ リッ ドシステ ムを開発 し、高感度 な形状お よ
び電気化学測定 を行 った。
第七章 総括:本 論 文を総括 した。本研 究では、SECMの高感度 ・多機能化 を行 い、生細胞 の膜
表 面の情報 を電気 化学的 に測 定 した。単一細胞 の呼吸量評価や 、細胞膜 内外の評 価、細胞表面の
膜 タンパク質 の評価 、さ らに培地 中で細胞表 面の形 状測 定 を完全非接触 で敢得可能 となった。本
システムは、細胞膜界面での生体現象 の分析に有効な ツール とな り得 る。
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論文審査結果の要旨
第1章 は序論であり、本論文の目的と意義について述べた。研究の背景を記述するとともに、本研究の中心テ
ーマとなっている走査型電気化学顕微鏡(SECM)に関して、ナノ電極の作製法と電極一試料間距離制御システム
を中心に最近の研究動向を含めて記載した。さらに、SECMと他の分析機器との融合システムにっいて報告例を含
めて詳しく説明した。
第2章では、本研究で使用 したナノ電極の作製 加法や電 極一試料間距離を一定に保っためのシアフォースフィ
一ードバ ックシステム、SECMの制御プログラムにっいて詳 しく記載した。また、対象とした細胞の培養方法につい
ても詳 しく説明した。
第3章では、SECMを用いた単一生細胞の呼吸量評価を目的として、ナノ電極の開発と電極一試料間距離 棚卸シ
ステムの検討 し得 られた成果を記載した。ナノ電極の開発では、従来のディスク型電極ではなく、先鋭化したキャ
ピラリー周囲に金属薄膜を形成した後、絶縁処理を施 し、集光イオンビームにより先端部分のみを加工することで
ナノ電極を作製した。また、シアフォース距離制 卸により、生細胞の近傍に電極をアプローチさせ、電気化学測定
を行 うことが可能となった。このようなSECMの高感度化により、単一細胞の呼吸量を測定可能となった。
第4章 では、細胞の内側と外側の状態を明確に鴎1亅しつつ同時に測定することを目的として、光ファイバー電極
を開発した研究成果を記載した。光ファイバーにより導入 したレー ザーにより細胞内の状態を蛍光により評価し、
さらに光ファイバー先端部に形成された電極により細胞外部の評価を検討した。その結果、細胞内部のGFPの蛍
光と、細胞外に放出されたアルカ リフォスファターゼを電気化学的に評価可能となった。
第5章 では、細胞膜タンパク質が細胞内へと輸送されるエンドサイ トー シスを電気化学的に検出することを目的
として、特定の膜タンパク質に抗体を介して酵素を標識 してSECMに よる測定を行った研究成果を記載した。測
定対象として上皮成長因子受容体(EGFR)を用いた。SECMを用いることで、接着細胞を剥離せず に評価可能で
ある。また、電流値 として応答が得られるため、抗体濃度の最適化に有効であり、EGFを添加によりおこるエン
ドサイ トー シスの様子も段階的に評価することが可能 となった。
第6章では、生細胞を非接触で形状測定を行 うことを目的として、イオン電流をフィー ドバックシグナルとして
利用 して形状測定を行 う走査型イオンコンダクタンス顕微鏡(SICM)の開発を行った研究成果を記載 した。SICM
では、培地中で高解橡度の形状測定が可能であるため、試薬添伽前後での形状変化を評価した。さらに、電気化学
的な作用を利用 して局所的なインジェクションを検討 した。
第7章は総括であり、論文の第2章から第6章までを要約 して示した。
以上要するに、本論文は、光学測定や形状測定が可能な多機能ナノ電気化学顕微鏡を開発 し、単一生細胞の評価
に適用した研究成果を記載したものである。これらの研究成果は、環境生命化学及び細胞計測工学の進展に寄与す
ることが少なくない。
よって、本論文は博士(学 術)の 学位論文 として合格と認める。
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